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RESUMO

Objetivos: Com este estudo pretendeu-se mostrar que as cerdas das escovas dentarias
retém varios microrganismos e estabelecer um protocolo de desinfecdo, através da sua
submersao em colutorios orais, de forma a reduzir a sua carga microbiana. Paralelamente,
procurou-se também avaliar o conhecimento de alunos de Medicina Dentaria sobre os

métodos de desinfec¢ao das escovas dentarias.

Materiais e Métodos: Este estudo foi dividido em trés fases. Na 1* fase os sujeitos
responderam a um questiondrio sobre os habitos de satide oral e cuidados com as escovas
dentarias. Na 2* fase foram testados colutorios orais contra C. albicans, E. coli, E.
faecalis, S. aureus e S. mutans previamente inoculados em escovas. O antissético com
melhores resultados foi utilizado no protocolo de desinfecdo. Na 3* fase foram
distribuidas escovas, e recolhidas ap6s 3 semanas e analisadas em laboratorio, antes
(n=47) e depois (n=16) de aplicar o protocolo de higienizacdo. O protocolo de desinfegdo
consistiu em submergir as cerdas das escovas dentarias em 20 ml de colutério oral durante
5 minutos. Foram feitas as contagens de ufc/escova. Os dados obtidos foram analisados

estatisticamente através do programa SPSS.

Resultados: Todas as escovas apresentaram contamina¢do microbiana, com prevaléncia
de Enterobacteriaceae (84,4%) e Streptococcus orais (70,2%). A aplicacao do protocolo
de desinfe¢ao diminuiu as contagens de ufc/escova nas escovas dentarias, com uma
diferenca estatistica significativa (p<0,001). Os individuos demostraram falta de

conhecimento sobre desinfe¢dao de escovas dentarias.

Conclusdo: As cerdas das escovas dentarias sdo reservatorios microbianos. A sua
submersao com o colutorio Listerine® provou ser um método eficiente para a desinfe¢ao
das escovas dentarias. Os restantes colutorios em estudo, demonstraram eficacia, embora
mais reduzida, contra os microrganismos testados. A maioria dos individuos ndo possuia
conhecimentos sobre desinfecdo de escovas dentérias, o que reforga a ideia da falta de

divulgacao deste tema.

Palavras chave: Colutorios; Contamina¢ao microbiana; Desinfecdo; Escovas dentarias;






ABSTRACT

Purpose: The purpose of this study was to show that toothbrushes harbour various
microorganisms and to establish a disinfection protocol to lower their bioburden,
submersing them in mouthwashes. Further, the awareness about toothbrush disinfection

methods was evaluated among the students of Dentistry.

Methods: This study was divided into three phases. In the 1% phase, participants respond
to a questionnaire about their oral health habits and care of the dental brushes. In phase 2
mouthwashes were tested against Candida albicans, Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans, previously inoculated on
toothbrushes. The antiseptic with the best results would be used in the disinfection
protocol. In 3™ phase toothbrushes were distributed, and recovered after a three-week use,
and analysed without (n=47) and with (n=16) the disinfection protocol. The protocol
consisted in immersing toothbrushes in 20ml of a mouthwash for five-minutes. All cfu

by toothbrush were counted. Results were analysed statistically with SPSS programme.

Results: All toothbrushes were microbiologically contaminated, with a prevalence of
Enterobacteriaceae (84.4%) and oral Streptococcus (70.2%). The implementation of the
protocol reduced cfu counts on all toothbrushes, with a significance difference (p<0.001).

The subjects displayed a poor knowledge referring their toothbrush disinfection methods.

Conclusion: Toothbrushes bristles harbour microorganisms. Their immersion in
Listerine® proved to be an efficient method for toothbrush disinfection. The rest of the
mouthwashes also prove effective, although with lower results, against the
microorganism tested. Most of the students had no knowledge about toothbrush
disinfection methods, which supports the idea of a lack of available information on this

subject.

Key-words: Mouthwash; Microbial contamination; Disinfection; Toothbrush
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Introducdo

1. INTRODUCAO

As escovas dentédrias sdo os utensilios mais utilizados para a higienizacao oral. Cobb
(1920) reportou que as escovas podem ser um reservatorio de microrganismos
provenientes da cavidade oral, logo ap6s uma unica utiliza¢do, e também do meio
ambiente onde estdo inseridas, representando assim uma fonte de infe¢o e reinfecao oral

(Mialhe, Silva, & Possobon, 2007; Saini & Saini, 2010).

Atualmente, ¢ imensa a informagdo disponivel sobre a importancia da higiene oral. No
entanto, o mercado dentdrio estd orientado para a divulgagdo de novos materiais e
técnicas, deixando de parte a importante necessidade de cuidados basicos, como por
exemplo, o armazenamento, a troca e a desinfecdo das escovas dentdrias. Segundo a
American Dental Association (ADA), um dos aspetos importantes para a conservagao de
uma boca saudavel ¢ a preocupagdo com a manutencao dos instrumentos de higiene oral

(Saini & Saini, 2010).

A higieniza¢do das escovas dentarias deve ser uma preocupacgdo social inserida num
contexto de prevencao de saude oral, sendo o objetivo principal desta nova conduta a
eliminacdo e a prevencao de infegdes orais, tais como a carie dentaria e a doenca
periodontal. Um dos entraves na utilizagdo de produtos descontaminantes ¢ a necessidade
de um cuidado e tempo extra durante a higienizagdo oral, sendo necessario e importante

implementar este novo procedimento numa rotina diaria (Zao, Silva, & Alves, 2011).

1.1.- MICROBIOTA ORAL

A cavidade oral pode ser considerada como uma entrada para o nosso corpo. E o ponto
de partida de alimentos para o trato gastrointestinal e de ar para o sistema respiratorio.
Apresenta um dos maiores complexos de microrganismos do nosso organismo, onde
podemos encontrar mais de 700 espécies diferentes de bactérias, fungos e protozoarios.
Esta vasta variedade de organismos esté relacionada com os véarios habitats e os diversos

nutrientes disponiveis na cavidade oral (Huang, Li, & Gregory, 2011; Lamont, Jenkinson,

13



Contaminagdo microbiana das cerdas das escovas dentarias e a sua desinfe¢do

& Hajishengallis, 2014; Philip D. Marsh & Devine, 2011) que podem variar de individuo

para individuo, tornando cada microbioma distinto e unico (Wade, 2013).

A cavidade oral apresenta-se estéril durante o periodo fetal e as primeiras coldnias surgem
durante o nascimento, que se vao formando e alterando posteriormente por varios fatores
e interagdes externas. Temos como exemplos, erupcdes dentérias e extragdes, tratamentos
ortodonticos e protéticos como também a propria dieta e variagdes no fluxo salivar,
dificultando a determinacdo exata das colénias orais a longo prazo (Lamont et al., 2014;

Wade, 2013).

A existéncia de uma microbiota diversificada permite o estabelecimento de relagdes
comensais entre si ¢ de mutualismo com o hospedeiro, influenciando a saide do mesmo
dentro da cavidade oral e fora, devido a entrada de bactérias para os vasos sanguineos.
Existem evidéncias que demonstram a proliferagao de bactérias orais em outros locais
que podem comprometer a saude geral, contribuindo para doengas como a diabetes, parto
prematuro, doengas do sistema cardiovascular, respiratorio ou renal (Dewhirst et al.,

2010; Seneviratne, Zhang, & Samaranayake, 2011; Wade, 2013).

Grande parte das bactérias sao anaerobias, facultativas ou estritas, podendo ser bactérias
Gram-positivo ou Gram-negativo e encontrarem-se sob a forma de cocos e bacilos (tabela
1). Entre esta diversidade de microrganismos sdo selecionados para o presente trabalho
de investigacdo espécies dentro dos géneros Streptococcus, Staphylococcus,

Enterococcus, e Candida e da familia Enterobactereaceae.
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Tabela 1 - Principais espécies residentes da cavidade oral. Adaptado de (Hill & Marsh, 1989; Jorge,

Bacterias Anaerdbias restritas

Bactérias Anaerobias Facultativas

Badloe= Gram Negativo
Farphyromaonas
Frewvorelio

Fusabocterium
hits uokelia
Selenomonas
Campylobacter
Trepanema
Bacteroides

Bacilos Gram Positen
Eubacterium
Fropionibactenum
Lactobacilius
Actinomyoes
Arochnio

Cocos Gram Negativo
Veillanelio

Coms Gam Positvo
FPeptostreptooooous

Badle= Gram Megatio
Eikznzlin
Copnocytophaga
Actinobacillus
Hasmaophilus

Bacilos Gram Positen
Cornyne bactenum
Actinomyoess
Rothio
Loctabaciius
Cooms Gram Negativo
MNeizzsria
Branhoamello

Coms=Grm Positve
Streptocooous

Stophylococous
Enterocoocus

1998; Philip D. Marsh & Matin, 2010)

F. gingivals, P. endodon i, P cotonige

F.oralE, F aris, F. bucooe, F. conporis, F. denticolo, P loescheil, F. intemmedia,
F. nigrescens, F. melaninogenica,

F. nuclzgtum spp. nucleatum, spp. Wnoentil, spp. polpmarghum

M. dentoliz

5. sputigena, 5 ndxio

C. sputarum, O rectus, O curvus

T. dentiooln, T. vincentil, T. sooranski

B. forsythus

E. gloctolyticum, E entum, E pund

F.ocnes, P propionicus, P jensenil, P gronuigsum, B gwdum
L. catenafarme, L. crispatus, L. oris, L. uli L grosseri

A [Erosii, A odontolyticus, A meper’

A progionica

V. parvuia, V. olmlescens
F. asaccharolyticus, F. magnus, F. micros, P anogrobius P prevotil

E. comodens

C. ochrmceo, C sputigena, O gingivals, C. hoemalytica, C. granulosa

A pctnompcetemoomitans

H. aphrophilus H. influenzas, H parainflusnzos, H. paraphroghilus, H. segnis

C. xerosiE, C matruchoti

A nosslundi, A. Wsoosus

A. dentocariosa

L. ocidophilus, L Brevs, L buchneri L. casei, L. salivanus, L. fermentum

N. flavescens, N. musosa, N. sicca, N subflioug
B. catarrhaliz

5 mutans, 5 sanguis, 5 salivarius, 5 sobrinus, 5 rattus, 5 downel 5 mitis,
5 milleri 5 gralis, 5 intermedius, 5 constelatus

5 gureus, 5 = pidermidis

E. foscalis, E. foedum

1.1.1.- Streptococcus spp.

Os microrganismos do género Streptococcus foram os primeiros a ser isolados da flora
oral, nomeadamente Streptococcus mutans. Estes microrganismos sdo considerados a

espécie mais abundante na cavidade oral (Jenkinson & Lamont, 2005).

Compreendem cerca de 100 espécies e algumas subespécies agrupadas em quatro grupos
principais - mutans, mitis, salivarius € agalactiae. Sao cocos esféricos, Gram-positivo,
disposto em pares ou cadeias curtas, € a maioria sao anaerobios aerotolerantes. Nao
produzem esporos, sdo imoveis e de catalase e oxidase negativas. Apresentam potencial
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patogénico com capacidade de afetar varios tecidos (Barroso, Taveira, & Meligo-
Silvestre, 2014). O microrganismo S. mutans ¢ considerado como o agente major na
etiologia cariogénica, contribuindo também para inflamacgdes gengivais (Fardin,
Barcelos, Xavier, Paula, & Nunes, 2011; Huang et al., 2011). Em cerca de 50% dos casos
de endocardite bacteriana encontram-se S. mutans e S. sanguis (Gendron, Grenier, &
Maheu-Robert, 2000). S. oralis ¢ um dos primeiros colonizadores do biofilme bacteriano,
encontra-se presente nas mucosas, mesmo antes da erup¢do dentaria. Tal como em S.
mitis, existe uma grande variabilidade dentro da propria espécie (Lamont & Jenkinson,
2010). Casos de meningite associados a extragdes dentdrias e endocardites bacterianas
(especialmente em individuos com proéteses valvulares), provocadas pela contaminagao
de S. oralis t€m vindo a ser reportadas (Aas, Paster, Stokes, Olsen, & Dewhirst, 2005;

Gendron et al., 2000).

1.1.2.- Staphylococcus spp.

Os microrganismos do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivo e catalase
positiva, anaerdbios facultativos com 0,5 a 1,5 um de didmetro, imdveis, geralmente nao-
encapsulados e nao formam esporos. O seu nome provém da sua caracteristica: staphylé,
cacho de uvas, kokkos de granulo, na lingua grega. Existem cerca de 41 espécies e 24
subespécies do género Staphylococcus (Barroso et al., 2014). Sdo denominados de
microrganismos oportunistas sendo frequentemente associados a infegdes graves. A
bactéria S. aureus foi a primeira espécie reconhecida como agente patogénico humano e
pode ser encontrada frequentemente na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis

(Lamont & Jenkinson, 2010; Santos, Leal, Ferreira, Rodrigues, & Castro, 2007).

1.1.3.- Enterococcus spp.

Os microrganismos Enterococcus sao bactérias anaerdbias aerotolerantes que colonizam
maioritariamente o célon, mas podem ser encontrados também por todo o sistema
digestivo, na cavidade oral e na vagina (Wang, Zhang, Chu, & Zhu, 2012). Sao cocos

dispostos de forma isolada ou em pares. Apresentam coloracao Gram-positivo e catalase
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negativa, embora na espécie E. faecalis, quando isolada em culturas contendo sangue,

pode-se observar uma efervescéncia débil no teste da catalase (Barroso et al., 2014).

A espécie mais comum de Enterococcus ¢ E. faecalis. Alguns destes microrganismos sao
B-hemoliticos, distinguindo-se da maioria dos enterecocos, que sao a-hemoliticos ou nao-
hemoliticos (Barroso et al.,, 2014). Durante muito tempo, oS microrganismos
Enteroccocus estiveram incluidos no género Streptococcus, sendo designados de

Streptococcus faecalis e S. faecium (Lamont & Jenkinson, 2010).

Os microrganismos E. faecalis estio amplamente associados a varias infegdes e sdo
responsaveis por 80-90% das infe¢des causadas por Enteroccocus, com uma grande
capacidade de resisténcia a antibidticos, nomeadamente a vancomicina e a ampicilina
(Van Tyne, Martin, & Gilmore, 2013). Em medicina dentéria, varios estudos associam E.
faecalis com o insucesso dos tratamentos endoddnticos e a periodontites apicais,

insinuando a sua capacidade de penetracao nos tubulos dentinarios (Wang et al., 2012).

1.1.4.- Enterobacteriaceae

Segundo Murray, Rosenthal e Michael, (2015) Enterobacteriaceae ¢ uma familia
heterogéneo de bacilos Gram-negativo com maior relevancia médica, sendo alguns

enumerados na tabela 2.

Sao bactérias ubiquas e existem mais de 50 espécies e mais de 100 subespécies. Podem
ser moveis ou ndo-moveis, de oxidase negativa e catalase positiva, crescem em aerobiose
e anaerobiose (anaerobicos facultativos). Nao formam esporos e apresentam a capacidade

de fermentacdo de lactose e glicose (Murray et al., 2015).

Sao bactérias oportunistas que pertencem a microbiota humana e de animais de sangue
quente. Podem também ser encontradas nas aguas, no solo e vegetagdes por todo o
mundo. Sdo responsaveis por um ter¢co das bacteriemias (presenga de bactérias no
sangue), 70% das infegdes do trato urindrio e varias doencgas intestinais (Murray et al.,

2015).
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A bactéria Escherichia coli foi identificada em 1885 e ¢ a mais comum e importante desta
familia. E uma bactéria geneticamente diversificada que pode ser inofensiva, ou
patogénica quando entra na via sanguinea e se aloja em locais gastrointestinais, ou
extraintestinais como o trato urindrio e o sistema nervoso central (Croxen et al., 2013).
Pode provocar doengas como gastroenterite, infegdes urindrias, meningites e sepsis

(Croxen et al., 2013; Murray et al., 2015).

Tabela 2 - Lista de géneros da familia Enferobacteriaceae com relevancia médica, adaptado de (Murray,

Rosenthal, & Michael, 2015)

Enterobacteriaceae importantes clinicamente

Citrobacter freundii, Citrobacter koseri

Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca

Proteus mirabilis

Salmonella serotipo, Typhi, Salmonella nontyphoidal serotypes
Serratia marcescens

Shigella sonnei, Shigella flexneri

Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis

1.1.5.- Candida spp.

Como ja foi referido anteriormente, podem ser encontrados na cavidade oral fungos,
organismos eucariotas com parede celular, para além das bactérias. Os fungos, como ¢ o
exemplo da Candida spp., apresentam grande capacidade de adaptagdo a variacdes de pH,
niveis de oxigénio, diferentes temperaturas, e sdo normalmente encontradas na mucosa
dos tratos gastrointestinal e génito-urindrio. As espécies fungicas comummente
encontradas na cavidade oral estdo descritas na tabela 3 (Philip D. Marsh & Matin, 2010;
Schaechter, 2009).
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Tabela 3 - Espécies fungicas recolhidas da cavidade oral. Adaptada de (Philip D. Marsh & Matin, 2010)

Espécie de Candida Outras Espécies fungicas (raras)
Candida albicans Paracoccidiodes brasiliensis
Candida glabrata Aspergillus spp.

Candida tropicalis Crytococcus neoformans

Candida krusei Mucor spp.

Candida lusitaniae Saccharomyces spp.

Candida dubliniensis Geotrichum spp.

Candida kefyr Rhizopus spp.

Candida guilliermondii

Candida parapsilosis

Candida também pode ser conhecida como um fungo oportunista por fazer parte da flora
comensal em cerca de 35-55% da populagdo, com o potencial patogénico dependendo da

predisposicao do hospedeiro (Fardin et al., 2011; P. D. Marsh, 2004).

Entre as infe¢des sistémicas provocadas por fungos, a mais conhecida ¢ a Candidiase,
provocada por Candida albicans, um fungo que pode apresentar a forma leveduriforme,
de pseudo-hifa ou hifa verdadeira. A Candidiase oral ¢ a infe¢do mais vulgarmente

observada em humanos infetados com HIV (Lamont et al., 2014).
Outra caracteristica importante de C. albicans € a sua participagdo na formacao do

biofilme, que por consequéncia, conduz a uma entrada direta de células fingicas para a

corrente sanguinea (Kim & Sudbery, 2011).
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1.2.- BIOFILME DENTARIO

As microcoldnias orais encontram-se bem estruturadas e organizadas formando o
biofilme oral. Um biofilme ¢ uma pelicula constituida por uma comunidade de células

microbianas aderidas a uma substancia acelular (Jakubovics & Kolenbrander, 2010).

Esta pelicula pegajosa e densa pode-se encontrar aderida entre si e a estruturas dentdrias,
calculos, implantes e outros elementos protéticos, bem como aos tecidos moles. E ¢
composto por bactérias incorporadas numa matriz tridimensional, rica em polissacarideos
e glicoproteinas salivares (Zjinge et al., 2010). Apresenta uma cor branco-amarelada que
ndo ¢ eliminada pela acdo da mastigagdo ou pressdo, ao contrario da matéria alba,
constituida por restos alimentares, células descamadas, leucdcitos e bactérias nado

aderidas, que ¢ facilmente eliminada com um jato de 4gua (Lamont et al., 2014).

O crescimento e desenvolvimento do biofilme resulta de uma sequéncia de fases

funcionais e estruturais, como ilustrado na figura 1 (Philip D. Marsh, 2006).

Superficie do Dente

Figura 1 - Formagdo do biofilme na superficie dentaria. A-formagdo da pelicula; B-adesdo inicial; C-

maturagdo; D-dispersdo. Adaptado de Huang et al., 2011

A primeira fase de formagao do biofilme consiste no deposito de componentes salivares
nas superficies dentarias provenientes das glandulas salivares, formando a pelicula
adquirida. Esta pelicula ¢ uma placa electronegativa amorfa que funciona como barreira

protetora e fornece lubrifica¢do aos tecidos (Gurenlian, 2007; Huang et al., 2011). Torna
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a superficie dentaria recetiva a colonizagao por bactérias especificas, através de moléculas
de adesao (Huang et al., 2011; Lamont & Jenkinson, 2010). De seguida, ocorre a fase de
adesdo inicial, na qual se estabelecem ligacdes de bactérias pioneiras sobre a pelicula
adquirida previamente formada. As proteinas de ligagcdo, como por exemplo a a-amilase,
proteinas ricas em prolina e outras glicoproteinas, sao reconhecidas e formam ligagdes
eletrostaticas fracas e outros arranjos fisicos, permitindo assim a sua reversibilidade
(Huang et al., 2011; Seneviratne et al., 2011). As bactérias pioneiras da colonizagdo,
denominada de colonizagdo primdria, costumam ser Streptococcus sanguis,
Streptococcus mitis e Streptococcus oralis. Com uma semana de colonizagdo, as espécies
predominantes no biofilme sdo S. mutans, e passado duas semanas, comega a
preponderancia de bacilos Gram-negativo (Seneviratne et al., 2011). A fase de maturacao
da pelicula confere propriedades importantes ao biofilme, nomeadamente o aumento de
volume, que nas zonas mais profundas mostra um défice de oxigénio. Existe um
desaparecimento de bactérias aerobias ¢ o aparecimento de outras bactérias secundarias,
como Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas gingivalis
(Gurenlian, 2007; Huang et al., 2011). Na tltima fase de formacao do biofilme, fase de
dispersdo, podem ser observados cristais na matriz interbacteriana que representam a
mineralizacdo dos célculos (Gurenlian, 2007). As bactérias da camada superficial
comec¢am a dispersar em forma de cé€lulas unicas ou aglomerados por erosdo, indo a
procura de novos locais para formar novas colonias e a procura de mais nutrientes (Huang

etal., 2011).

A interagdo microbiana na flora oral encontra-se num estado de equilibrio com diversos
fatores ambientais e as defesas do hospedeiro. Esta estabilidade ¢ conhecida por
homeostase microbiana (Philip D. Marsh, 2006), a qual s6 € interrompida se ocorrer uma
mudanca no ambiente do hospedeiro. Esta alteracdo conduz a uma invasao dos tecidos do
hospedeiro por parte das bactérias do biofilme, destacando a primeira sequela patogénica
de uma infecdo e consequentemente desencadeando uma resposta inflamatoéria dos
tecidos invadidos e lesdes orais, como as caries dentdrias e a doenga periodontal

(Jenkinson & Lamont, 2005; Philip D. Marsh, 2006; Seneviratne et al., 2011).
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1.3.- ESTRATEGIAS PARA A HIGIENE ORAL:

A prevencgdo de doencas desempenha um papel proeminente na nossa sociedade. No
ambito da Medicina Dentdria, esta baseia-se na conservagdo da saude oral, impedindo o
desenvolvimento e progressao de lesdes orais como por exemplo, a carie dentdria,
gengivite e periodontite. A cdarie dentaria trata-se de uma doenca multifatorial,
caracterizada pela desmineralizacdo da porcao inorganica e degradacao da parte organica
do dente, devido a uma elevada concentragdo bacteriana e produgdo de 4cido. Esta acdo
pode ser diminuida e a estrutura remineralizada com a aplica¢do de agentes como o fluor

(Ferreira-nobilo & Roséario, 2014).

A periodontite ¢ uma doenga que afeta o suporte dentario (gengiva e 0sso) e é provocado
por microrganismos anaerdbios Gram-negativo presentes no biofilme bacteriano. As
bactérias mais frequentes sdo Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola,

Bacteriodes forsythus e Actinobacillus actinomycetemcomitans (Negrato & Tarzia,

2010).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a carie dentaria continua a ser
a doenca humana com maior prevaléncia no mundo, apresentando repercussoes
significativas a nivel individual e socioecondmico. Portugal, mesmo apds décadas de
campanhas para a satide oral, ainda se encontra longe de atingir todas as metas europeias
da OMS para 2020. Segundo as evidéncias, a estratégia mais eficaz na prevencao da carie
¢ a escovagem dos dentes com um dentifrico fluoretado, executada pelo menos duas vezes

por dia (DGS, 2008).

A escovagem diaria e o uso de fio dentario continuam a ser 0s mecanismos mais comuns
na preven¢do de infecdes orais e formagdo do biofilme. Sendo o biofilme dentario
responsavel por diversas infecdes, a sua remogao regular € essencial para manuten¢ao da
saude oral. Mas apesar de nao ser possivel a sua total eliminacao, especialmente a nivel
interproximal e subgengival, ¢ possivel controlar a acumulacio deste através de praticas
mecanicas, quimicas ou uma combina¢do das duas (Serrano, Escribano, Roldan, Martin,

& Herrera, 2015).
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1.3.1.- Controlo Mecéanico:

3500 AC || wooac | 780 || Atualmente | [

Figura 2 - Evolucdo cronoldgica da escova dentéria da esquerda para a direita (A) e figura ilustrativa de
diferentes apresentacdes das cerdas e cabeca da escova dentéria (B). Adaptado de

http://vancouverdentalgroup.ca/the-history-of-the-toothbrush/

A remog¢ao mecanica representa o método de higiene oral universalmente mais eficaz e
mais utilizado (Gongalo & Mialhe, 2009; Penick, 2004). Historicamente, a higiene oral
sempre fez parte da cultura humana. Existem registos que datam desde 3500 a.C., da
utilizagao de palitos de ouro para limpeza oral, panos de linho fino ¢ pedagos de ramos,
que ainda hoje sdo utilizados nos paises menos desenvolvidos (Bhat, Hegde, & George,

2003; Penick, 2004).

Dentro dos meios mecanicos para a higiene oral, o mais aceite universalmente, pela sua
simplicidade, eficacia e baixo custo € a escova dentaria, mas existem outros instrumentos
mecanicos de limpeza interproximal como a fita ou o fio dentario e escovilhdes (Gebran

& Gebert, 2002).

A primeira escova dentéria de forma rudimentar foi criada na China, em 1000 A.C., o
cabo era feito de osso ou marfim e as cerdas de crina de cavalo ou pelo de porco (Penick,
2004). Depois as cerdas migraram para a Europa mas nao houve grandes evolugdes nos
instrumentos de higiene oral até ao fim do século XVII ou inicio do século XVIII (Barros,
Pernambuco, & Tomita, 2001; Penick, 2004). Em 1780, surgiu um artefacto que se
acredita ser o modelo antecessor da escova dentéria atualmente utilizada, foi criado pelo
inglés William Addis of Clerckenwald. O seu cabo era feito de osso e apresentava buracos
numa das extremidades por onde passavam pelos naturais presos por um arame. Este
modelo, numa versdo mais resistente e polida, foi patenteado e fabricado industrialmente

por Wadsworth, em 1857 nos Estados Unidos (Penick, 2004).
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Hoje em dia, as cerdas das escovas dentarias sdo feitas de nylon. As escovas podem ser
encontradas numa enorme variedade no mercado, diferenciando-se pela dureza, o
nimero, a altura, a distribuicdo e angulag¢do das cerdas e a forma da cabeca e do cabo.

Segundo a ADA ndo existe uma escova ideal, sendo que cada uma apresenta as suas
caracteristicas conforme a sua funcionalidade, sendo os requisitos essenciais, O
confortavel manuseamento ¢ inser¢cdo na cavidade oral, ¢ a eficaz remocao do biofilme
bacteriano em todas as superficies necessarias sem danificar os tecidos moles, duros e
restauracdes dentarias. Deve ser de baixo custo e agradavel a vista, ser impermeével a
humidade e de fécil limpeza. Ainda recomenda que as escovas satisfatorias possuam
cerdas de nylon com comprimento uniforme ao longo de toda a cabega. Os médicos
dentistas sdo aconselhados a recomendar o tipo de escova consoante as necessidades de

cada paciente (JADA, 2007).

Cologue as cerdas numa Sobrepde uma

angulagdo de 45" de
modo que os filamentos
estejam em contacto
com a superficie
dentdria e margem
gengival

ligeira pressao e
realize
movimentos de
wal e vem” e de
rolagio

Cologue a escova
na vertical para as
secgies anleriores

Figura 3 - Técnica de Bass modificado, adaptado de http://us-professional.gumbrand.com/proper-brushing-

flossing?id=103

Existem varias técnicas de escovagem, embora nao exista nenhuma técnica ideal e
padronizada para todos os individuos. O melhor método serd adaptar a técnica as
necessidades e destreza de cada um. Consoante o movimento realizado e a posi¢do da
escova, as técnicas podem ser catalogadas num destes oito métodos: Método Horizontal;
M¢étodo Vertical (Técnica de Leonard); Método Vibratérios (Técnica de Stillman);
M¢étodo Rotatorio (Técnica de Stillman modificado); Método de Bass; Método de Bass
modificado; Método de Characters (Grover, Kaur, Kaushal, & Malhotra, 2012).
Atualmente a técnica mais recomenda por profissionais € a técnica de Bass modificada,
que consta em movimentos de rotacao sucessivos com os filamentos numa angulacdo de
45° em relagdo ao longo eixo do dente, conforme demonstrado na figura 3 (Gebran &

Gebert, 2002; Grover et al., 2012).
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Figura 4 - Técnica da utilizacdo do fio dentario, adaptado de http://www.oralb.pt/pt-

pt/topics/cisforcorrectcheckyourflossingtechnique.aspx#

Porém, ¢ de salientar que através deste processo nao se consegue remover totalmente o
biofilme bacteriano existente no espaco interproximal, sendo necessario complementar
com uso de fio dentario, ou escovas interproximais (Versteeg, Rosema, Hoenderdos, Slot,
& Van der Weijden, 2010). Segundo a ADA o fio apresenta 80% de eficacia na remocgao
do biofilme destes espacos interproximais (figura 4) (Pedrazzi, Souza, Oliveira, Cimdes,
& Gusmao, 2009). Mas um estudo de revisdo realizado por Versteeg e colaboradores
(2015) concluiu que existem evidéncias que dao preferéncia as escovas interproximais
em comparagdo com o fio dentirio, sendo mais eficaz na remogdo do biofilme

interproximal e mais aceite pelo paciente, pelo conforto e facilidade de uso.

1.3.2.- Controlo Quimico:

O adequado controlo mecanico ¢ uma estratégica de prevencao importante € nunca deve
ser substituido, contudo apresenta as suas limitacdes, devido a falta de destreza ou
motivagado por parte do paciente (Haas et al., 2014). Sendo assim, ¢ cada vez mais comum
a complementaridade de antisséticos orais com a limpeza mecanica para a adequada

remogao bacteriana e prevencao de doencas (Haas et al., 2014).

Os antissépticos aparecem no mercado comercial sob a forma de colutorios e dentifricos
constituidos por varios componentes comuns: agua, alcool, surfactantes, humectantes,
aromatizantes e um componente ativo, pertencente a uma das diferentes classes descritas

na tabela 4 (Fardin et al., 2011; P. D. Marsh, 2010).
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Tabela 4 - Classes de antisséticos e respetiva acdo adaptado de (Jafer et al., 2016; Lindhe & Lang, 2003;
Philip D. Marsh & Matin, 2010)

Inibe o transporte de agucar, a producdo de
acidos, o uptake de aminodcidos, a sintese de

Biguanidas Clorexidina ) j .
polissacarideos, a atividade de proteases, as
fungBes membranares bacterianas.
. Dextranase, Glucose Inibe a formacgdo da matriz do biofilme por
Enzimas . . . . , .
oxidase Amiloglicosidase degradagdo de polissacarideos bacterianos
Oleos essenciais Mentol, eucaliptol, Timol Inibe a producdo de acido
~ - . Inibe o transporte de acucar, a producdo de
16es metalicos Cobre, zinco, estanho . P . ¢ P ¢
acido e a atividade de proteases
) . Inibe a producdo de 4cido e o transporte de
Moléculas naturais Extractos de plantas P ¢ ) , P
polissacarideos
» ; Inibe o transporte de acucar, a producdo de
Fendis Triclosan P ¢ P ¢

acido e a atividade de proteases
Compostos de amonia . Inibe enzimas bacterianas e danifica a
L . Cloreto de cetilpiridinio
quaternarios membrana celular.

Existem evidéncias que relatam desde ha 6000 anos a utilizacdo de uma variedade de
formulas e produtos de aplicagdo oral. Muitos dos produtos continham ingredientes que
poderiam ter um efeito estimulante da saliva, mascarar a halitose e conter elementos
abrasivos, que por sua vez, removiam manchas nos dentes, ou apresentavam acao
antimicrobiana. Contudo, muitas destas formulas baseavam-se essencialmente em
produtos de origem animal e vegetal, ndo apresentando evidéncias cientificas (Lindhe &
Lang, 2003). Sao exemplos, as bebidas alcodlicas (vinho branco e cerveja) vulgarmente
utilizados como elixires bucais, especialmente na populagdo Romana, e a propria urina,

popular entre varias comunidades durante varios séculos (Lindhe & Lang, 2003).

Sao varios os agentes quimicos descritos na literatura como essenciais na desinfe¢ao, por
serem considerados métodos eficazes e de baixo custo (Gongalo & Mialhe, 2009). Os
agentes quimicos selecionados para o presente projeto de investigagdo foram colutorios

orais contendo clorexidina, cloreto cetilpiridinio, triclosan e os 6leos essenciais.
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1.3.2.1.- Clorexidina

A estrutura da clorexidina (CHX), representada na figura 5, ¢ catalogada como a gold
standard entre os varios antissépticos orais em Medicina Dentéria. Consiste numa
bisguanina simétrica, disponivel em trés formas de apresentagdo: acetato, sais de
hidrocloreto e digluconato de clorexidina. A forma mais aplicada em Medicina Dentéria
e comercializada ¢ a de digluconato, devido a sua solubilidade e afinidade com alcool

(Jafer et al., 2016; Mathur, Mathur, Srivastava, & Khatri, 2011).

HN NH
HN  %—NH HN—4  NH
$—NH HN
HN NH
1
ol cl

Figura 5 - Estrutura quimica da molécula de CHX (Mathur et al., 2011)

Uma das suas principais carateristicas ¢ a sua elevada substantividade aos tecidos orais,
propriedade quimica que permite manter o componente ativo ligado a um local ou tecido
prolongadamente, libertando esta substancia ainda em concentragdes suficientes para uma
acdo bacteriostatica desejada. Estudos demonstram que cerca de 30% de uma dose do

colutorio oral permanece na cavidade (P. D. Marsh, 2010).

E um antisséptico sintético vastamente estudado, com amplo espectro de agdo contra

bactérias Gram-positivo, Gram-negativo, fungos e leveduras.

O seu mecanismo de acdo deve-se a sua natureza dicatidnica, que torna a molécula muito
interativa com os compostos de fosfato anidonico das moléculas lipidicas presentes na
membrana celular, e ainda pode apresentar caracteristicas bactericidas ou bacteriostaticas

consoante a sua concentracao (P. D. Marsh, 2010; Mathur et al., 2011):

e Bacteriostatica: em concentragdes baixas que variam entre 0,02% - 0,06%. A
CHX interfere com o metabolismo bacteriano, inibindo fun¢des membranares,
como o transporte de hidratos de carbono (agucares), producdo de acidos e

inibi¢do de enzimas;
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e Bactericida: em concentragdes altas que variam entre 0,12% - 0,2%. A CHX
provoca morte celular por citdlise, por aumentar a permeabilidade da parede
celular das bactérias, o que permite a penetracdo de compostos de CHX na
membrana citoplasmatica, desencadeando a precipitacao de moléculas com baixo

peso molecular.

Apesar do seu amplo uso terapéutico, a sua utilizacao oral deve ser limitada ou intervalada
devido aos efeitos adversos associados, como a coloracao castanho-amarelado dos dentes
e a alteragdo transitoria do paladar. O uso regular a longo prazo pode ser recomendado a
pacientes com um risco mais elevado de céries ou com incapacidade fisica ou mental de
realizar uma higienizagao oral eficaz. O regime de utiliza¢do ¢ aconselhado pelo médico
dentista e adaptado individualmente (Balagopal & Arjunkumar, 2013; Mathur et al.,
2011; Varoni, Tarce, Lodi, & Carrassi, 2012).

1.3.2.2.- Cloreto de Cetilpiridinio

O cloreto de cetilpiridinio (CCP) (figura 6) ¢ um composto de amonia quaternario
cationico com um amplo espectro de agdo contra bactérias Gram-negativo, com
classificagdao Classe I na eficdcia e seguranca segundo a Food & Drug Administration

(FDA) (USA) (Sreenivasan, Haraszthy, & Zambon, 2013).

=
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Figura 6 - Estrutura quimica da molécula do CCP (Zarei, Bagheri Sadeghi, & Abedin, 2013)

A carga positiva da molécula de CCP facilita a sua interacao e atividade antimicrobiana
nas superficies bacterianas carregadas negativamente. A molécula interrompe o
metabolismo bacteriano e inibe o seu crescimento ao provocar rutura e libertagdo de
componentes celulares. (Feres, Figueiredo, Faveri, Stewart, & Vizio, 2011; Sreenivasan

etal., 2013).

28



Introducdo

Alves e colaboradores (2012) afirmam que o CCP fornece um significativo beneficio da
reducao do biofilme bacteriano e inflamacao gengival quando conjugado com a higiene

oral mecanica.

1.3.2.3.- Triclosan

O triclosan € o agente quimico antibacteriano bifendlico mais potente da classe dos fenois,
com largo espetro de agdo (Gram-positivo ¢ Gram-negativo) que atua como inibidor do
crescimento de fungos, virus e sobretudo bactérias. O triclosan (figura 7) ¢ um composto
quimico nao idnico, soluvel em etanol e éter etilico, o que lhe fornece a compatibilidade
com as varias formulagdes dos diversos produtos de higiene oral (Fardin et al., 2011;

Lindhe & Lang, 2003; Teles & Teles, 2009).

ci OH
cl
Figura 7 - Estrutura quimica da molécula de triclosan (Dann & Hontela, 2011)

O triclosan tem a capacidade de reducdo da acumulacdo da placa, contudo a sua eficacia
estd dependente da associacdo de outras substancias na sua féormula para aumentar e
controlar a sua reten¢do. Ou seja, os copolimeros, como grantrez 0,2%, citrato de zinco
ou pirofosfato de sddio, t€m a capacidade de aumentar a substantividade do triclosan nas
superficies dentdrias, saliva e nas mucosas orais e assim leva a uma redugdo da
acumulagdo de biofilme mais eficiente (Fardin et al., 2011; Gebran & Gebert, 2002;
Lindhe & Lang, 2003; Teles & Teles, 2009).

Como caracteristica adicional, o triclosan tem comprovadas propriedades anti-
inflamatoérias (Kats et al., 2013; Lindhe & Lang, 2003; Philip D. Marsh & Matin, 2010).
Varios estudos testaram a capacidade do triclosan na redug¢do da produgdao de
prostaglandina E2 (PGE2), um mediador potente na inflamac¢do, e na reducdo da
expressdo de mPGES-1 (prostaglandina E sintase-1), uma enzima microssomal que

catalisa a fase terminal da biossintese da PGE nos fibroblastos gengivais. Ou seja, o
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triclosan pode prestar beneficios na doenca periodontal e na redugdo da inflamagado

gengival (Kats et al., 2013).

A agdo bactericida ou bacteriostatica do triclosan depende da concentragdo do mesmo
(Russell, 2004), tal como a clorexidina. Varios estudos realizados com E. coli e S. aureus
insinuam que o triclosan atua num local especifico das bactérias, inibindo a sintese de
acidos gordos, pelo bloqueio da proteina Fabl (Enzima NADH dependente enoil redutase)
- proteina transportadora de acil. A enzima Fabl ¢ responsavel pelo alongamento das
cadeias dos acidos gordos das bactérias, a inibicdo desta via provoca indiretamente a
rutura da membrana celular que leva consequentemente a sua morte. Outras vias
biossintéticas dependentes desta enzima vao estar também afetadas, como so a sintese
de fosfolipidos, lipoproteinas e lipossacaridos (componentes da parede celular) (Heath et

al., 1999; Russell, 2004; Schweizer, 2001).

1.3.2.4.- Oleos Essenciais

Os oleos essenciais (OE) sdo misturas naturais, volateis e complexas, com forte odor,
extraidos de plantas aroméaticas normalmente provenientes de paises quentes que os
produzem durante o metabolismo secundario (Lopez-Romero, Gonzéalez-Rios, Borges, &

Simdes, 2015).

Mais de 3000 OE foram identificados e s6 10% sao reconhecidos como seguros pela FDA
e utilizados para fins terapéuticos, cosméticos ou alimentares (Lopez-Romero et al.,
2015). Os OE, tais como o mentol, timol, eucaliptol e salicilato de metila (figura 8), t€ém
sido incorporados em colutorios orais que datam até mais de 100 anos (Lindhe & Lang,

2003).
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Figura 8 - Estrutura quimica das moléculas a) eucaliptol b) salicilato de metila ¢) mentol d) timol.
Adaptado de fonte http://www.dentalcare.com/en-us/dental-education/continuing-

education/ce317/ce317.aspx?modulename=coursecontent&partid=3 &sectionid=-1.

Estudos indicam que os OE tém a capacidade de penetrar a massa complexa do biofilme
oral e exercer a sua atividade antimicrobiana dentro do mesmo, inibindo, também, a
agregacdao de novas bactérias Gram-positivo as bactérias pioneiras. Este processo pode
diminuir a maturacao do biofilme dentario, diminuindo a sua densidade e por sua vez a
patogenicidade. Os OE ainda possuem a capacidade de extrair endotoxinas das bactérias
Gram-negativo e ter acao contra leveduras (Teles & Teles, 2009). O seu mecanismo de
acdo envolve degradac¢do da parede celular e inibicdo enzimadtica, provocando fuga de

componentes celulares (Gebran & Gebert, 2002; Lopez-Romero et al., 2015).

Apesar dos OE ndo apresentarem a mesma eficacia que a clorexidina (Haas et al., 2014;
P. D. Marsh, 2010), estudos comprovam que em pacientes submetidos a tratamentos
ortodonticos, a indicagdo de utilizagdo de OE de uso diario prolongado pode ser uma
op¢ao para a prevencdo das inflamacdes gengivais provocada pela acumulacdo do
biofilme bacteriano. Para tratar inflamagdes gengivais transitorias, a receita de

clorexidina seria mais indicada (Haas et al., 2014).

1.4.- CONTAMINACAO DAS CERDAS DENTARIAS

O termo contaminagdo refere-se a retencdo e sobrevivéncia de organismos infeciosos que
possam ocorrer em objetos animados ou inanimados. Em relagdo a contaminagdo da
escova dentdria € praticamente impossivel de se evitar, surge apos a primeira utilizagao e
aumenta com o uso repetitivo (Camargo, Schimim, Alves, & Chibinski, 2013; Frazelle &

Munro, 2012). O primeiro estudo acerca desta contaminacao foi realizado em 1920 por
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Cobb e Mass, mas s6 se comecou a dar a devida importancia e esta problematica no final

da década de 70 (Camargo et al., 2013; Junior et al., 2011).

A contaminag¢do das escovas ¢ dada ndo so6 pela sua utilizagdo como também pelo
manuseamento € aerossois provenientes do meio ambiente onde a escova € conservada
(Basman et al., 2016; Frazelle & Munro, 2012), tornando as escovas num reservatorio de
microrganismos e fonte de inoculacdo e/ou reintroducdo de agentes patogénicos na
cavidade oral (Queiroz et al., 2013). O risco de infecdo aumenta potencialmente com a
falta de descontaminacao, o que pode levar consequentemente a problemas orais ou
sistémicos, tais como, a carie dentaria, sifilis, difteria, Sindrome de Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA), tuberculose (Camargo et al., 2013; Gongalo & Mialhe, 2009; Junior
et al., 2011) hepatite B e herpes virus tipo 1 (HSV-1) (Sato et al., 2004). Por exemplo, o
HSV-1 pode permanecer pelo menos 48 horas nas escovas dentérias secas e mais de uma

semana em escovas hiimidas, mantendo-se ativo e transmissivel (Junior et al., 2011).

Sao varios os cuidados possiveis para diminuir a carga microbiana nas escovas, mas esta
informag¢do nao ¢ devidamente divulgada (Komiyama, Back-Brito, Balducci, & Koga-
Ito, 2010). Segundo Devine e colaboradores (2007) existe uma grande necessidade de
implementar estratégias e métodos desinfetantes que sejam eficazes, econdémicos, nao-
toxicos e de facil manuseamento. A ADA afirma que sdo diversos os cuidados que podem

ser seguidos para diminuir esta contaminag¢ao, tais como (Gongalo & Mialhe, 2009):
e Trocar as escovas a cada 3-4 meses ou antes, se as cerdas comecarem a ficar
divergentes;

e Acondiciona-las na posicao vertical num local limpo, seco e arejado, pois a

humidade favorece o crescimento microbiano;
e Apos cada utilizagdo deve-se lavar a escova, incluindo o cabo, com dgua corrente;

e Deve-se remover o excesso de agua da escova, evitando a utilizacdo de toalhas

para a secagem.

e E desaconselhado a partilha das escovas dentarias, para se evitar a transmissao de

microrganismos;
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Todos os cuidados sdo importantes, especialmente em grupos de alto risco e individuos
imunodeprimidos. Nestes grupos, a ADA sugere a submersao das escovas em agentes

antimicrobianos orais, trocar de escova com maior frequéncia (Basman et al., 2016).

A maioria dos métodos alternativos para a desinfecdo das escovas dentarias, recorre a
utilizagdo de agentes quimicos devido as suas propriedades antimicrobianas, porém,
varios estudos relatam a eficacia antimicrobiana através de métodos fisicos (Jankovic,

Milosev, & Novakovié, 2014; Peker, Akca, Sarikir, Toraman Alkurt, & Celik, 2014)

Métodos quimicos:

Dos métodos quimicos podemos citar, o CCP, a CHX a 0,12%, os OE ¢ o triclosan,
descritos anteriormente, e ainda o hipoclorito de s6dio, o perdxido de hidrogénio,
(Basman et al., 2016; Queiroz et al., 2013), o vinagre branco ou o alcool a 50% (Basman

et al., 2016).

Os colutdrios orais contendo CHX ou CCP sdo os antissépticos mais procurados devido
a sua inibi¢cdo na formacao do biofilme. Varios autores procuram estabelecer protocolos
de desinfecao das escovas com estes agentes (Nascimento et al., 2014). Sugerem que
criangas, adultos e grupos de risco podem beneficiar da pratica rotineira da desinfe¢ao
das escovas com antissépticos contendo CHX. O antisséptico triclosan também se pode
apresentar como uma opg¢ao de facil utilizagdo, eficaz e ndo-toxico com acgdo contra S.
mutans, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus e C. albicans (Komiyama et al.,
2010). Tal como os OE que tém efeito antibacteriano contra S. mutans, S. aureus e E. coli
mas nao contra L. Rhamnosus (Basman et al., 2016).

O hipoclorito de s6dio a 0,08-1% € uma opc¢ao recorrente devido ao seu facil acesso, baixo
custo e propriedades bactericidas (Busato, Cavazzola, Ortega, Guaré, & Neto, 2015;
Fardin et al., 2011). E um forte agente que oxida irreversivelmente elementos de enzimas
funcionais desregulando o metabolismo de bactérias como, E. coli, S. aureus, S.
pyvogenes, E. faecalis (Busato et al., 2015; Naik, Mujib, Telagi, Anil, & Spoorthi, 2015)
e S. mutans (Queiroz et al., 2013). Contudo, autores apontam a necessidade de mais
estudos acerca dos seus efeitos secundarios nas cerdas dentarias € mucosas orais (Queiroz
et al., 2013), tal como a utiliza¢do do desinfetante peréxido de hidrogénio. O seu uso
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descuidado pode desequilibrar a microbiota oral e provocar irritagdes nas mucosas

(Gebran & Gebert, 2002).

Métodos fisicos:

Como exemplos dos métodos fisicos temos a radiacdo do micro-ondas e luz ultravioleta

(UV).

Luz UV: Para além dos agentes quimicos, pode-se recorrer a outros procedimentos
de descontaminagdo como a utilizagao de luz UV (Nelson-Filho et al., 2000; Sato et
al., 2004). De acordo com Devine e colaboradores (2007) a esterilizacdo com luz UV
apresenta-se um método rapido e eficaz, mas de elevado custo (Komiyama et al.,
2010), porém, sdo encontrados varios métodos deste género no mercado. A eficécia
destes métodos ¢ dada pela emissdo de um raio de luz UV e calor seco de forma
constante (Ankola, Hebbal, & Eshwar, 2009). Berger e colaboradores (2008)
obtiveram uma reducao de 83% de bactérias Gram-negativo e 100% de bactérias
Gram-positivo retidas nas escovas dentarias depois de uma exposi¢ao de luz UV

durante 10 minutos (Peker et al., 2014).

Radiacido de Micro-ondas: Os micro-ondas emitem ondas eletromagnéticas nao-
ionizantes de 915 a 2450 MHz. Quando as ondas entram em contacto com o0s
microrganismos produzem-se dois tipos de efeitos: térmico e ndo-térmico. O efeito
térmico ¢ dado pela absor¢do da energia pelas moléculas que provoca um efeito
vibratorio de grande velocidade e consequentemente sobreaquecimento. Este efeito ¢
obtido com certas frequéncias de alta energia por longos periodos de tempo, sendo
capaz de matar bactérias e leveduras. Pensa-se que o mecanismo de acdo do efeito
nao-térmico ¢ devido a alteragdes provocadas nas estruturas secundarias e terciarias

de proteinas (Jankovi¢ et al., 2014).

Em 1985, Rohrer e Bulard recorreram pela primeira vez ao uso de micro-ondas para a

descontaminacdo de instrumentos dentdrios (Junior & Pallos, 2001). Posteriormente

foram efetuados estudos com resinas acrilicas, proteses dentdrias e escovas dentarias

(Peker et al., 2014; Spolidorio et al., 2011). Quanto as escovas dentarias, alguns estudos
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comprovaram eficacia do uso da radiacao dos micro-ondas contra E. coli, Bacillus subtilis
(Junior & Pallos, 2001), S. aureus S. mutans, C. albicans, (Peker et al., 2014; Spolidorio
et al., 2011) e L. rhamnosus (Peker et al., 2014) podendo ser considerado um método

alternativo simples, eficaz e de baixo custo (Naik et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

Avaliar o conhecimento dos alunos sobre o tema de descontaminagdo das escovas
dentarias através de um inquérito.
Verificar que as cerdas de escovas dentarias podem ser reservatorios de microrganismos

utilizando as escovas dentarias dos alunos universitarios da ISCSEM.

Testar, em laboratorio, a eficacia de uma descontaminac¢ao com desinfetantes contendo
clorexidina 0,12%, triclosan, cloreto cetilpiridinio 0,05% e os 6leos essenciais (timol,
eucaliptol, mentol, salicilato de metilo) em cerdas de escovas dentarias contaminadas

artificialmente com estirpes de Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Klebsiella

e Candida.

Testar, em contexto real, com os alunos universitarios da ISCSEM, um protocolo de
desinfecao das escovas dentarias utilizando o colutorio que obteve os melhores resultados

in vitro,

2.1. Hipoteses:

Hipoteses I:

HO - O protocolo de desinfecdo aplicado ndo ¢ eficiente.

HI - O protocolo de desinfecdo aplicado ¢ eficiente.

Hipoteses II:

HO — As escovas dentérias ndo sao reservatorios de microrganismos.

H1 - As escovas dentarias sdo reservatorios de microrganismos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1..- Amostra e critérios de inclusdo e exclusdo

Andlise das escovas dos

inquérito sobre os Anadlise das escovas dos

cuidados e manutencao

universitarios sem

universitarios com

das escovas dentarias desinfecao desinfecao
( N\ ( )
Amostra: Amostra || Amostra
n=60 inicial: n=60 inicial: n=20
|\ J |\ J
. s \ . ’ \
Individuos Individuos
—  excluidos: —  excluidos:
n=13 n=4
|\ J |\ J
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|| Amostra Amostra
final: n=47 final: n=16
|\ J |\ J

Figura 9 - Distribui¢do das amostras iniciais e finais de cada fase realizada com participantes

A populacdo alvo foi composta somente por alunos do 5° ano de Medicina Dentaria do
ISCSEM, formando uma amostra total de 60 individuos na primeira fase in vivo, e 20 na
segunda fase in vivo. Na figura 9 pode-se observar a distribui¢do das amostras iniciais e

finais.

Neste estudo, alguns critérios de inclusdo e exclusdo foram estabelecidos e respeitados:

Critérios de inclusdo: Ser aluno matriculado no ultimo ano de mestrado integrado de

Medicina Dentaria do ISCSEM; Ter lido e assinado o consentimento informado;

Critérios de exclusao: Alunos sob o efeito de antibioticos, antifingicos e o inadequado

comprimento do protocolo proposto;
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3.2.- Elaboracdo do questionario

Foi distribuido aos alunos (n=60) um questionario anénimo, constituido por onze
perguntas de caracter fechado e semi-aberto. Os temas abordavam os habitos de higiene
oral, cuidados e manutencado das escovas dentarias ¢ conhecimentos sobre métodos de

desinfecao das escovas.

A elaboragdo do questionario teve por base a versdo portuguesa do Hiroshima University
Dental Behavioural Inventory (HU-DBI) (Alburquerque, Bernardo, Simao, Ferreira,
Kawamura & Okada, 2011).

3.3.- Escolha do colutoério de eleicdo

Para saber o colutdrio a ser utilizado na fase experimental de desinfe¢do das escovas dos

voluntarios foi necessario eleger o colutdrio que mais eficazmente elimina os

microrganismos (figura 10-13).

Colgate
Plax

Figura 13 - Bexident®

Figura 12 - Figura 11 - Lacer® Gengivas Figura 10 -
Listerine® sensiveis - Triclosan Colgate® Plax Gums (ISDIN) - 0,12% de
Dentes & Soft Mint - gluconato de clorexidina
Gengivas Cloreto de
(Johnson & Cetilpiridinio
Johnson, 2014) — 0,05%.

Oleos essenciais
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Procedimento:

Foi testada a eficacia dos colutorios anteriormente descritos na eliminacao das bactérias
Escherichia coli, Enterococus faecalis, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans,

e na climina¢do da levedura Candida albicans.

Foram preparadas suspensdes com um contetido bacteriano aproximado de 10® ufc/ml
(B1) de cada um dos microrganismos testados (figura 14). De seguida, foram realizadas
diluicdes decimais, obtendo-se concentracdes de 10°, 10* e diluicdo final de 10* ufc/ml
(B.2, B.3 ¢ B.4 respetivamente). Foram inoculados 100 pl da suspensio de 10° de cada
microrganismo num dos meios TSA (Trypticase soy agar), Sabouraud (Candida albicans)
ou Gelose de sangue (Streptococcus mutans) para a sua correta quantificacdo. Das
suspensdes de 10%, inocularam-se 100ul nas cerdas da escova dentaria (D) (uma para cada

microrganismo).

Depois de as cerdas secarem submergiram-se as mesmas num coletor universal com 5 ml

do antisséptico (E), mantendo-se em contacto 5 minutos.

Ap0s os 5 minutos as escovas foram colocadas num recipiente com 5 ml de 4gua destilada
esterilizada (F), mantendo-se em agitagdo vigorosa manual durante 2 minutos. A partir
desta nova solucao foram inoculados 100ul em TSA ou Sabouraud ou Gelose de sangue

que representara a “Amostra” (G).

Todos os meios foram incubados a 37°C, durante 24h para os meios: Sabouraud e TSA e

48h para Gelose de sangue. A gelose de sangue foi incubada em atmosfera anaerdbia.
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Figura 14 - - Protocolo experimental para testar a eficacia da desinfe¢do das cerdas

dentarias, contaminadas em laboratério.

3.4.- Analise microbioldgica das cerdas dentérias com e sem desinfecdo

A cada voluntério foi entregue uma escova de dentes da Happy Morning® embalada,
juntamente com o questionario ¢ consentimento informado, e indica¢des para, durante
trés semanas seguidas, manter os seus habitos de higiene habituais substituindo somente
a sua escova pela escova fornecida,. Apos as trés semanas, as escovas foram recolhidas
em mangas previamente esterilizadas e analisadas no laboratoério de microbiologia

aplicada do ISCSEM.

Como se pode verificar na figura 15, cada escova foi colocada num tubo com 15 ml agua
destilada (A) e agitada durante 20 minutos a 130 RPM (B). Posteriormente foram
inoculados 200pul desta suspensao nos meios de cultura Mitis Salivarius agar, Gelose de

Chapman, TSA, Gelose de sangue, Gelose MacConkey, Agar Sabouraud e Gelose
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chromID™ Candida. Os meios foram incubados a 37°C durante 24h ou 48h. Os meios de

Mitis Salivarius agar e Gelose de sangue foram incubados em atmosfera de anaerobiose.

A4

Figura 15 - Procedimento experimental - Inoculag@o das escovas dentarias dos alunos universitarios e

analisados no laboratorio.

Posteriormente foram entregues a alguns dos mesmos voluntarios novas escovas dentarias
da Happy Morning®, uma embalagem da Listerine® de 500ml e novas instrugdes de
utilizacdo indicando que ap6s terminar a escovagem realizada o voluntario tinha que
submergir as cerdas em 20ml do colutério durante 5 minutos e deixar secar na posicao
vertical. Estes procedimentos foram efetuados durante 3 semanas.

As escovas foram recolhidas em mangas previamente esterilizadas, e analisadas no
laboratério de microbiologia aplicada do ISCSEM, seguindo o mesmo protocolo

anteriormente descrito e ilustrado na figura 15.

3.5.- Analise Estatistica

A analise dos dados foi efetuada com o programa IBM SPSS v. 23.0, envolvendo
metodologias de andlise descritiva e inferencial (teste de Mann-Whitney). Neste ultimo

caso foi considerado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1.- Caraterizacao da amostra:

A amostra inicial deste estudo era constituida por 60 alunos universitarios do ISCSEM,
com idades compreendidas entre os 22 e 40 anos, com uma idade média de 24 anos, e

com um predominio do género feminino (73%) conforme indicado na figura 16.

B Feminino

Masculino

Figura 16 - Distribui¢do da amostra n=60 por género

Quanto as patologias, apenas 2 (3%) dos participantes referiu ter uma doenga sendo

diabetes ¢ a doenca de Basedow-Graves as indicadas.

Na primeira fase do estudo realizado in vivo, foram distribuidas 60 escovas pelos
voluntarios, mas 13 individuos foram excluidos da amostra pelo incumprimento dos
critérios de inclusdo, tais como: esquecimento, incorreto seguimento da metodologia e
perda da escova. Como tal, obteve-se uma amostra final de n=47. Na segunda fase do
estudo in vivo, foram distribuidas 20 escovas com uma embalagem de Listerine® de
500ml a 20 dos participantes da primeira fase. Da amostra inicial (n=20), alguns
individuos (n=4) foram excluidos pelo incorreto seguimento da metodologia proposta,

obtendo-se uma amostra final de n=16.
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4.2.- Caracterizacdo da amostra quanto aos habitos de higiene oral:
Em relagdo aos seus habitos de higiene oral, avaliou-se a frequéncia dos cuidados orais
diarios dos alunos universitarios, apresentada na tabela 5. Verificou-se que a maioria,

57%, escovam os dentes duas vezes por dia.

Tabela S - Frequéncia da escovagem diaria

Frequéncia Alunos universitarios (%)
(n=60)
1 vez por dia 0 0
2 vezes por dia 34 57
3 vezes por dia 23 38
>3 vezes por dia 3 5

Quanto a metodologia de escovagem, conclui-se que 95% dos alunos utiliza a técnica de
“Bass modificada” para realizar a sua higienizagdo oral e 5% utiliza outros métodos -
“Stillman modificado”, “método manual” e método de “vai-vem” juntamente com o

“circular”.

4.3.- Caracterizacio da amostra quanto aos cuidados e manutenc¢io das escovas

dentarias:

Na tabela 6 podemos observar a frequéncia da troca das escovas dentarias dos alunos

universitarios.

Tabela 6 - Frequéncia da substitui¢do das escovas dentarias dos alunos de medicina dentaria do ISCSEM.

Frequéncia Alunos universitarios (%)
(n=60)
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<1 més 6 10

2 a 3 meses 38 64

6 em 6 meses 14 23
1 ano 2 3
Mais de um ano 0 0

Em relacdo aos conhecimentos sobre métodos de desinfecdo, cujos resultados se
evidenciam na figura 17, constatou-se que apenas 15% referiram possuir conhecimento
nesta area, tendo sido descritos diversos métodos como agua com sabao, CHX, perdxido

de hidrogénio, hipoclorito de sddio, 4lcool e colutodrios orais.

H Nio

S5im

Figura 17 - Frequéncia dos alunos com ou sem conhecimentos sobre

métodos de desinfecdo das escovas dentarias.

Independentemente do conhecimento de métodos de desinfecao, avaliou-se a pratica de
habitos de limpeza e cuidados com as escovas dentarias (figura 18), onde se constatou
que a maioria (58%) dos voluntarios referem que lavam a cabega da escova com agua

corrente e os restantes, para além desta passagem, complementam com outra opg¢ao.
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W Lava acabeca da escovacom agua
corrernte

wm Lava acabeca da escovacom agua
corrente + Bate no lavatdrio para remover
0 ExNcEssD da dgua

W Lava acabeca da escovacom agua
correrte + Enxuga a escova com uma
toalha de pano ou papel

Lava acabeca da escovacom agua
corrente + Bate no layaario para remover
0 eicess0 da agua + ErMuga a escova com
umatoahade pano ou papel

Figura 18 - Habitos de limpeza das escovas dentarias apds a sua utilizagdo

No armazenamento das escovas dentdrias (tabela 7), verificou-se que a maioria (53%)

opta por colocar a escova num copo, em cima do lavatdrio, sem tampa.

Tabela 7 - Cuidados com o armazenamento das escovas dos alunos universitarios

Método Alunos un_iversitérios (%)
(n=60)
Deitada em cima da pia 3 5
Num copo em cima da pia, sem tampa 32 53
Num copo em cima da pia, com tampa 16 27
Dentro do armario 5 8
Outro 4 7

4.4.- Selecao do colutorio a aplicar como método de desinfe¢io:

Apos a inoculagdo in vitro das escovas com as bactérias S. mutans, S. aureus, E. feacalis,
E. coli e levedura C. albicans, e submersao por 5 min das escovas contaminadas nos
antissépticos CHX, CCP, OE e triclosan, avaliou-se o crescimento bacteriano em meios
de cultura adequados. Os resultados estdo apresentados na tabela 8, onde “Branco”

representa a quantidade inoculada expressa em ufc/escova e “Amostra” representa a
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quantidade que permaneceu na escova apds 5 minutos de contacto com os colutdrios

(ufc/escova).

Tabela 8 - Eficacia dos varios colutérios (CHX, CCP, OE e triclosan) na eliminacdo dos microrganismos

S. mutans, S. aureus, E. faecalis, E. coli, C. albicans. Branco - Quantidade inoculada, ufc/escova;

Amostra - Quantidade na escova ap6s 5’ de contacto com o colutério, ufc/escova

CHX CCpP OE Triclosan
Branco ‘ Amostra | Branco | Amostra Branco ‘ Amostra Branco Amostra
S.mutans | 2,2x10®8  <5x10 | 1,0x10®  <5x10 | 8,4x10®  <5x10 | 1,6x10%®  1,2x10°
S. qureus 1,2x108 2,5x10% | 3,2x10° <5x10 6,0x10° <5x10 2,9x10° <5x10
E. faecalis 3,0x10° <5x10 7,3x10° <5x10 2,0x10° <5x10 8,1x10° <5x10
E. coli 7,0x10°  <5x10 | 1,0x10° <5x10 | 7,0x10°  <5x10 | 9,0x10° <5x10
C. 1,0x005 X0 | 104105 6,5%102 | 4,0x105  <°X10 | 195108 4,0x103
albicans

Como o colutédrio de OE foi o que obteve melhores resultados in vitro foi o eleito para o

estudo in vivo.

4.5.- Resultado da analise das cerdas dentarias dos alunos universitarios

Na primeira experiéncia com os voluntarios, s6 47 das 60 escovas foram devidamente
utilizadas e recolhidas. Em todas as amostras verificou-se crescimento de alguma espécie

microbiana, sendo as leveduras o microrganismo menos presente (8,6%), tabela 9.

Tabela 9 - Frequéncia de crescimento microbianos nas escovas (n=47) usadas pelos alunos universitarios

do ISCSEM.

Frequéncia
Microrganismo Frequéncia (%)

(Numero de amostras positivas)

Streptococcus orais 33 70,2
Staphylococcus spp. 30 63,8
Enterobacteriaceae 42 84,4

Candida spp. 4 8,6

O crescimento microbiano observado das escovas recolhidas dos alunos universitarios
(n=47) variou bastante (figura 19) tendo-se definido intervalos de concentragdo,
adaptados dos valores do estudo realizado por Rodrigues, Motter, Pegoraro, Menoli, &
Menolli (2012) (Rodrigues et al., 2012). Assim definiram-se quatro intervalos:
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e X <100 ufc/escova;

e 100 <X <3000 ufc/escova;

e 3000 <X < 10000 ufc/escova;
e X >10000 ufc/escova.

Na figura 20 pode-se observar a distribuicdo dos microrganismos e suas percentagens

pelos intervalos definidos.

Figura 19 - Crescimento bacteriano, exemplificativo. A -

Agar de MaConkey, B- Gelose de Sangue.

100

20
9
5 <100 UFC /escova

20 .-nr 100 - 3000 UFC/exova
" "“‘ 3100 —10000 LUFC/escova
=10000 UFC fescova

Frequéncia (%) de crescimenta

Microrganizmos

m =10000 UFC fescova 3100 — 10000 UFC/escova

m 100 - 3000 UFC/exova m =100 UFC fescova

Figura 20 Crescimento microbiano (%) (ufc/escova) nas escovas (n=47) recolhidas dos alunos

universitarios do ISCSEM.em fungdo dos intervalos de concentragao.
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4.6.- Resultado da analise das cerdas dentarias dos alunos universitarios sujeitas ao

protocolo de desinfe¢io:

Em relacdo as escovas recolhidas ap6s a segunda fase realizada com os voluntariados, s6
16 de 20 alunos universitarios seguiram o protocolo de desinfe¢ao e as suas escovas foram
recolhidas e analisadas.

Apbs a implementagdo do protocolo de desinfeco utilizando o antisséptico Listerine®,
obteve-se concentragdes abaixo de 100 ufc/escova para a maioria dos microrganismos,
com a excegdo de Enterobacteriaceae, nas quais 94% das contagens se encontram no

intervalo 100 < X <3000 ufc/escova (figura 21).

2]
b
w 100
= B0
[¥]
W Bh
i -~ - <100 UFC fescova
- 20 s  100- 3000 UFC exova
= 0 -_— - = 100 - 10000 UFC/escova
F= - & 10000 URCJescova
v o 0
= = \}'-."’ \.,_f‘ 2
o ‘) &r, e ] e
= P o ;39
fu 5 i L&
Ts o K\}
&
@
Microrganismos
B
m >10000 URC fescova 3100 — 18000 UFC/escva
104 - 3000 UFC/ eova <100 UFC /escova

Figura 21 Crescimento microbiano, apds o protocolo de desinfeg¢do utilizando o colutdrio

Listerine®.

Os valores médios e as medianas das contagens de microrganismos totais em ambas as
fases (sem e com desinfe¢do) estdo apresentados na tabela 10 e figura 22. A comparagao
das medianas, através do teste Mann-Whitney, evidencia uma diferenca com significado

estatistico (p<0,001).
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Tabela 10 - Média e Mediana dos microrganismos da amostra sem desinfe¢ao (n=47) e depois da

desinfegdo (n=16).

Contagens totais (log ufc/escova)
Sem desinfe¢do (n=47) | Com desinfec¢do (n=16)

Média 3,903 1,950
Mediana 3,938 1,875
g
]
Grupa

Figura 22 - Distribuicdo dos valores de contagens dos microrganismo totais (log ufc/escova) nas escovas

com desinfe¢do e sem desinfecdo.
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5. DISCUSSAO

Caracterizacido da amostra:

Os voluntarios selecionados para este trabalho de investigacao frequentavam o tltimo ano
do curso de Medicina Dentaria. Sendo estes futuros médicos dentistas e promotores de
saude oral procurou-se avaliar os seus conhecimentos sobre métodos de desinfecao das
escovas dentdrias através de um questionario e também sensibilizar para a importancia

desta prevencao.

Ao avaliar o questiondrio aplicado verificou-se que apenas dois individuos responderam
positivamente a questdo sobre as doengas sistémicas, identificando a doenga Basedow-
Graves, por um e a doenga Diabetes, por outro. Esta baixa frequéncia de patologia
sistémica parece dever-se a média de idades relativamente jovem da amostra em estudo
(24 anos), uma vez que em populagdes jovens a prevaléncia de doencgas sistémicas ¢
reduzida. A doenca de Graves ¢ uma doenca autoimune que afeta a tirdide e geralmente
provoca hipertiroidismo e protuberancia dos olhos (Menconi, Marcocci, & Marino,
2014), ndo apresentando qualquer relevancia na satide oral. No entanto a Diabetes
mellitus pode ter implicagdes na cavidade oral e est4 fortemente relacionada com a doenga
periodontal uma vez que se trata de uma desordem metabolica caracterizada por uma
hiperglicémica cronica com alteragdes a nivel dos hidratos de carbono, gordura e proteina,
resultante de um defeito da secrecdo de insulina, da sua agcdo ou de ambos (Negrato &

Tarzia, 2010).

Caracterizacio da amostra quanto aos habitos de higiene oral:

Em relag¢do aos hébitos de higiene oral analisados nos inquéritos, 57% afirmou lavar os
dentes duas vezes por dia, enquanto 38% revelou escovar os dentes 3 vezes ao dia. Estes
resultados opdem-se ligeiramente do estudo realizado por Dias, (2015), com alunos de
Medicina Dentaria da Universidade Catolica Portuguesa (UCP), em Viseu, no qual 37,9%
dos seus voluntarios afirmou escovar duas vezes por dia e 59,1% trés vezes por dia.

Contudo, apesar de diferentes, em ambos os estudos os participantes respeitam as
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recomendacdes da Direcao Geral de Saude (DGS), que aconselha uma higienizagao oral

apos cada refeicao ou pelo menos duas vezes por dia.

Caracterizacdo da amostra quanto aos cuidados e manutencio das escovas

dentarias:

No que diz respeito a frequéncia da substituicdo da escova, a maioria dos estudantes
trocam de escova a cada 3 meses o que se assemelha a pratica dos alunos universitarios

da UCP, Dias (2015) e as recomendagdes da ADA.

Quanto aos métodos de desinfecao das escovas dentarias, apenas uma baixa percentagem
de individuos (15%) afirmou conhecer um método. Esta pequena percentagem ¢
verificada tanto no nosso estudo como no estudo de Mialhe e colaboradores (2007), onde
apenas 16% dos participantes desinfetavam as escovas com antissético, e no estudo de
Queiroz e colaboradores (2013) onde 25% conhecia a tematica. Ainda assim estes autores,
e no presente estudo, obtiveram resultados superiores ao estudo de Nelson-Filho e
colaboradores (2000), no qual nenhum aluno realizava algum processo de desinfecao das

escovas (Mialhe et al., 2007).

Em relagdo aos habitos de limpeza das escovas dentérias, todos os sujeitos da amostra
passam a escova por agua, porém 58% afirmaram lavar sem remover o excesso de agua.
Este valor encontra-se inferior aos habitos dos individuos da amostra de Queiroz e
colaboradores (2013) (85,8%) e superiores aos de Zao e colaboradores (2011) (36,6%) e
Mialhe (2007) (21,3%). S6 25% dos individuos da amostra fazem o processo basico
adequado de limpeza de modo a evitar contaminagao, concretamente a lavagem com agua
corrente e remocao do excesso de dgua (sem recorrer a toalhas ou panos). Esta secagem
da dgua da escova deve ser realizada por meio de batidas na borda do lavatdrio e evitando
autilizag¢ao de toalhas ou panos de papel (Queiroz et al., 2013; Zao, Silva, & Alves, 2011),
visto que as toalhas estdo contaminadas com Staphyloccocus entre outras bactérias
provenientes da secagem das maos (Abd-ulnabi, 2012). Idealmente, o Gltimo passo seria
a utilizagdo de antissépticos orais de modo a eliminar todos os microrganismos (Queiroz
et al., 2013). Quanto ao seu armazenamento, 53% conservam a escova sem tampa num

copo em cima do lavatorio, valor muito superior ao registado nos estudos de Zao e
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colaboradores (2011) (17,2%) e de Queiroz e colaboradores (2013) (9,1%).
Relativamente a op¢do armazenamento da escova dentro de um armario, o nosso valor
(5%) difere grandemente dos 75,3%, 53,8% e 37,5% encontrados nos estudos de Mialhe
e colaboradores (2007), Zao e colaboradores (2011) e Queiroz e colaboradores (2013),
respetivamente. Apesar da controvérsia em relacdo a conservacao das escovas em
armarios, os valores do presente estudo demonstraram que os estudantes do ISCSEM
seguem as recomendagdes de ADA e de Queiroz e colaboradores (2013), que aconselham
a ndo armazenar as escovas dentdrias em locais fechados pois estes proporcionam
ambientes quentes e humidos propensos a proliferagao bacteriana (Queiroz et al., 2013).
Outros autores como Mialhe e colaboradores (2007) e Zao e colaboradores (2011)
defendem o armario como o local mais indicado de modo a prevenir a contaminagdo de

bactérias uma vez que o lavatério ¢ um local contaminado por si s6, € sujeito a aerossois.

Selecao do colutorio a aplicar como método de desinfe¢io:

Virios estudos realizados anteriormente demonstraram uma redugdo na contagem
bacteriana das escovas dentdrias utilizando antissépticos orais (Frazelle & Munro, 2012;
Komiyama et al., 2010). Na presente investigacdo foram analisadas in vitro a eficacia de
quatro solugdes antimicrobianas (clorexidina (CHX) 0,12%, cloreto de cetilpiridinio
(CCP) 0,5%, triclosan e Oleos essenciais (OE)), na redugdo da contagem das bactérias S.
aureus, S. mutans, E. faecalis, E. coli e da levedura C. albicans, para selecionar qual
utilizar no protocolo de desinfe¢cdo. Cada um dos microrganismos selecionados tem a
capacidade de colonizar a cavidade oral bem como os locais comuns de armazenamento
das escovas (Ferreira, Savi, Panatto, Generoso, & Barichello, 2012). Os colutorios CHX
e triclosan, apesar de dispendiosos, foram selecionados devido a sua elevada eficacia
descrita na literatura (Basman et al., 2016; Komiyama et al., 2010), e os colutérios CCP
e OE foram escolhidos, pois para além da sua eficicia sdo de facil acesso e

disponibilidade no mercado (Frazelle & Munro, 2012; Sato et al., 2004).
Alguns investigadores estudaram a eficacia da CHX (Basman et al., 2016), CCP (Sato et

al., 2005), triclosan (Komiyama et al., 2010) e OE (Basman et al., 2016) contra

microrganismos retidos nas escovas dentarias, e todos provaram que sao desinfetantes
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eficazes, embora uns mais do que outros (Frazelle & Munro, 2012; Gongalo & Mialhe,

2009).

No presente estudo os OE obtiveram os melhores resultados, com redugdes de todas as
espécies microbianas para valores <5x10 ufc/escova, quando comparado com os restantes
agentes quimicos em estudo. Por este motivo foi o colutorio eleito para integrar o

protocolo de desinfecao.

No estudo realizado por Basman e colaboradores (2016), e Fardin e colaboradores (2011)
concluiu-se que os OE podem ser um método de desinfe¢do eficaz com resultados
bastante satisfatorios contra os microrganismos S. mutans, S. aureus, E. faecalis, E. coli
e C. albicans, embora Fardin e colaboradores (2011) ndo tivessem obtido uma reducao
tdo eficaz como a do presente estudo ou de Basman e colaboradores (2016). Pelo
contrario, Mehta (2007) e Belanger-Giguere e colaboradores (2011) concluiram que a
submersdo das escovas em CHX apresentavam melhores resultados do que com a

submersao em Listerine® (OEs) (Basman et al., 2016; Frazelle & Munro, 2012).

No estudo de Nascimento e colaboradores (2010), a CCP mostrou-se mais eficaz que a
CHX, contrariamente ao que se verificou no presente estudo, com resultados idénticos
entre CCP e CHX tendo ambos eliminado 100% das bactérias S. mutans, E. faecalis e
E.coli, e reduzindo C. albicans e S. aureus. Quanto a esta Ultima espécie, este estudo
comparado com o de Nascimento e colaboradores (2010) corrobora os resultados de CHX

e difere nos de CCP, onde houve a eliminagao total das colonias.

Semelhante ao presente estudo, Efstratiou e colaboradores 1996 também estudaram o
efeito do triclosan, e concluiram que este colutdrio apresenta fracas redugdes nas
contagens microbianas. Diversos autores referem o seu uso em pastas dentifricas como
beneficio para a descontaminacdo das escovas comparativamente aos dentifricos sem

triclosan (Frazelle & Munro, 2012; Gongalo & Mialhe, 2009).
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Resultados da analise das cerdas dentarias dos alunos universitarios sem desinfecio:

Foi encontrado crescimento bacteriano em todas as escovas recolhidas na primeira fase
da investigacdo, isto ¢, sem a aplicacdo de qualquer protocolo de investiga¢do, o que
revela que as escovas sao o0timos veiculos de transporte e crescimento bacteriano. Este
facto vai ao encontro de diversos estudos descritos na literatura (Bezirtzoglou et al., 2008;

Frazelle & Munro, 2012; Naik et al., 2015; Queiroz et al., 2013).

Inumeros estudos demonstraram que a escova armazena VAarios microrganismos, tais
como Streptococcus, Staphylococcus, Candida, E. coli, Klebsiella, Lactobacilli e
Pseudomonas (Bezirtzoglou et al., 2008; Ferreira et al., 2012; Naik et al., 2015; Peker et
al., 2014). Os microrganismos isolados nesta fase do estudo foram Streptococcus orais,
Enterobacteriacease, Staphylococcus spp., e Candida spp. Os microrganismos foram
identificados recorrendo a caracteristicas fenotipicas sendo as contagens feitas com base
na morfologia das coldonias com crescimento em meios seletivos. O meio de gelose de
sangue foi utilizado para a contagem total dos microrganismos, o meio de Chapman para
o crescimento de Staphylococcus spp., o meio MacConkey para o crescimento seletivo
de Enterobacteriaceae, o meio Mitis Salivarius agar para o crescimento de Streptococcus

orais € 0 meio seletivo chromID™ Candida para levedura Candida spp.

A contagem microbiana nas escovas analisadas revelou concentragdes variaveis e por
esse motivo foram agrupadas em quatro intervalos de concentracdo, nomeadamente X <
100 ufc/escova; 100 < X < 3000 ufc/escova; 3000 < X < 10000 ufc/escova; X > 10000
ufc/escova. Estas oscilagdes de concentragdes microbianas podem, segundo Rodrigues et
al. (2012), estar associados a varios fatores como: o método de escovagem do individuo;
o tipo de pasta de dentes (se apresenta propriedades antibidticas ou nao) (Rodrigues et al.,
2012); local de armazenamento da escova; a agua utlizada para fazer a higiene oral e

lavagem da escova (Samuel & Ifeanyi, 2015).

As bactérias isoladas em maior percentagem nas escovas dentarias foram
Enterobacteriaceae (84,4%), valores que se encontram de acordo com os analisados por
Ferreira e colaboradores (2012) (80%). Em ambos os estudos a maioria dos sujeitos
armazenavam as escovas em cima de lavatérios, e pensa-se que a contaminagdo pode
advir do seu acondicionamento (Ferreira-ndbilo & Rosario, 2014; Sato et al., 2004). Long
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e Santos (2000) decidiram testar esta teoria e reportaram uma contaminacao de 70% de
Enterobacteriaceae nas escovas mantidas em cima do lavatorio da casa de banho e 0%
nas escovas armazenadas dentro de armarios (Ferreira-nobilo & Rosario, 2014; Mialhe et
al., 2007). Também Contreras e colaboradores (2010) afirmam que a contaminagdo
provém maioritariamente da contaminagao do meio e ndo tanto da propria cavidade oral.
No seu estudo, isolaram Enterobacteriaceae nas escovas dentarias depois de um més de
uso e compararam com as bactérias recolhidas das bolsas subgengivais. Verificaram uma
maior prevaléncia nas escovas (62,5%) que no sulco periodontal (20,5%). Ou seja, as
Enterobacteriaceae podem contaminar as escovas através da sua exposi¢ao aos aerossois
circulantes das descargas do autoclismo, da humidade do meio, da agua utilizada para
limpar a escova dentéria e da falta de higiene das maos (Busato et al., 2015; Contreras,

Arce, Botero, Jaramillo, & Betancourt, 2010; Ferreira et al., 2012).

Nas escovas dentarias podem ser encontrados, para além de coliformes fecais,
microrganismos dos géneros Streptococcus, Staphylococcus e Candida (Jinior et al.,
2011), como foi verificado neste estudo. Streptococcus é uma bactéria dominante na
microbiota oral, estando intimamente relacionada com a placa supragengival e apresenta
capacidade de acidificar o biofilme oral aumentando o seu potencial patogénico
(Nascimento, Trinca, Pita, & Pedrazzi, 2015). Os microrganismos Streptococcus orais
sdo bactérias pioneiras na formacao do biofilme dentario e tém a capacidade de colonizar
todas as superficies moles e duras da cavidade oral. Por este motivo, Streptococcus orais
foram bactérias vulgarmente isoladas (70,2%) nas escovas em estudo. Este facto ¢ comum
a outros estudos como Bezirtzoglou e colaboradores (2008) e Nascimento e colaboradores

(2015).

Encontraram-se elevadas percentagens de Staphylococcus spp. (63,8%) nas escovas a
semelhanca dos estudos de Samuel & Ifeanyi (2015) e de Rodrigues e colaboradores
(2012) que isolaram a bactéria em mais de metade das escovas. Apesar de serem bactérias
residentes da microbiota oral, alguns autores referem que a contaminagdo pode dever-se
ao simples ato de passar os dedos nas cerdas das escovas depois da lavagem (Busato et
al., 2015; Queiroz et al., 2013). E merece uma aten¢do cuidada pois € o agente mais
comum em infecdes piogénicas e abcessos (Semenoff, Semenoff-Segundo, & Biasoli,

2008).
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De forma semelhante, também Candida spp. ¢ um agente patogénico oportunista, que
pode provocar complicagdes quando a homeoestase microbiana ¢ quebrada (Wade, 2013).
No presente estudo, Candida foi o microrganismo que apresentou contagens mais baixas
(8,6%). E a levedura mais incidente na cavidade oral, e pode ser transportada de modo
assintomatico nos tratos gastrointestinal e geniturinario pela maioria dos individuos
(Kabir, Hussain, & Ahmad, 2012). Zao e colaboradores (2011) apesar de terem
apresentado uma maior frequéncia (29%) de leveduras, referem que todos os sujeitos

eram saudaveis.

Muitos autores defendem que a carga microbiana tende a aumentar exponencialmente
com a frequéncia de uso (Ferreira et al., 2012; Karibasappa, Nagesh, & Sujatha, 2011),
visto que a recomendacdo da OMS consiste numa elevada frequéncia de escovagens/dia,
destaca-se a importancia da desinfe¢do destes dispositivos de modo a assegurar o controlo
da carga microbiana e também a necessidade da sua substituicdo frequente, almejando

assim uma boa saude oral e consequentemente boa satde geral. (Ferreira et al., 2012).

Resultados da analise das cerdas dentarias dos alunos universitarios com desinfecao:

No presente estudo teve-se em conta os melhores resultados obtidos in vitro utilizando-
se o colutorio oral Listerine® como método de desinfecao das escovas dentarias. Este
colutdrio € a solucao mais popular de combinacdes de dleos essenciais, que representa o
agente antimicrobiano mais antigo no uso clinico da Medicina Dentaria (Quintas, Prada-

Lopez, Prados-Frutos, & Tomas, 2014).

Com os resultados obtidos, chegou-se as mesmas conclusdes que Caudry e colaboradores
(1995) e Basman e colaboradores (2016), ou seja, que existe uma diminuicao significativa
das contagens de microrganismos com a submersdo das escovas em Listerine®. No
presente estudo testou-se um tempo de contacto mais reduzido, 5 minutos, de modo a ser
mais fécil e executavel no quotidiano, em comparacdo com os 20 minutos de ambos os
outros estudos. Mesmo com o tempo mais curto conseguiu-se, da mesma forma, uma

diminuicdo nas contagens das colonias isoladas nas escovas.
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Verificou-se que esta diminuigdo ¢ estatisticamente significativa (p<0,001), aceitando
assim a hipotese alternativa de que o protocolo de desinfecdo aplicado ¢ eficiente.
Conclui-se que esta solug@o antimicrobiana Listerine® ¢ um método eficaz na desinfegdo

das escovas dentarias.

Embora até a data ndo exista evidéncia na literatura, ndo excluimos que a aplicacao deste
agente desinfetante possa ter efeitos secundarios indesejaveis nas cerdas das escovas. Esta

tematica podera ser abordada em futuros estudos.
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6. CONCLUSOES

Tendo em consideracao a analise dos resultados obtidos, € possivel concluir que:

Colutérios contendo clorexidina 0,12%, triclosan, cloreto cetilpiridinio 0,05%,
Oleos esséncias (eucaliptol, timol, mentol salicilato de metila) reduziram
satisfatoriamente as contagens das bactérias Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, E. coli e da levedura Candida
albicans.

As escovas sdo contaminadas por microrganismos com potencial patogénico:
Enterobacteriaceae, Streptococcus orais, Staphylococcus e Candida, favorecendo
0 seu crescimento microbiano.

O protocolo de desinfecao estudado e proposto é simples, aplicavel e eficaz. Pode
ser implementado na rotina didria de higiene oral para uma opcao de prevencao

no ambito da saude oral e geral.

Os resultados reforcam a necessidade da divulgacao de informacao sobres os cuidados e

manuten¢do das escovas dentdrias ndo s6 a nivel social, mas também a nivel pedagogico,

ao gerar a consciéncia dos académicos desta problematica e incentivar o seu papel de

educador na sociedade.

Linhas para Futuras Investigacoes:

Assim, atendendo aos aspetos abordados neste estudo, a literatura atual e dada a

importancia do controlo da contaminacao microbiana e a sua relagdo com a saude em

geral, seria interessante:

Adicionar a anélise laboratorial a eficicia sobre outro tipo de microrganismos

como os virus, uma vez que a flora ¢ complexa e diversificada (Wade, 2013).

\

Agregar a metodologia os efeitos do protocolo de desinfecdo diaria com
Listerine® sobre as propriedades de superficie e conservacdo das cerdas dentérias,

uma vez que a sua influéncia ainda nao foi estudada.
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Anexo L.- Consentimento informado

Monte de Caparica, 01 de Margo de 2016

Exmo.(a) Sr.(a),

Mo dmbito do mestrado de Medicina Dentéria, sob a orientagio da Professora Doutora Maria
Helena de Sousa Bammoso e Mestre Joana Patricia Sermano Carvalho, solicita-se autorizagio
para a participaco na Investigagio “Contaminagio Microbiana das Cerdas Dentdrias e a
sua DesinfegAo” aos alunos do 4° e 5° ano de Medicina Dentaria com o objetivo de avaliar
microbiclogicamente © grau de contaminagSo das escovas dentarias, investigar a
possibilidade de diminuir @ contagem microbiana nas escovas com um meétodo de
desinfegfo e ainda avaliar o grau de conhecimento sobre este tema.

A participag8o neste estudo & voluntaria. A sua n@o participagdo ndo the frara qualgquer
prejuizo.

Este estudo pode trazer beneficios tais como aquisicdo de noves conhecimentos referentes
4 salide oral, tal como, métodos de desinfegdo, habitos e cuidados a ter com a manutengSo
das escovas dentdrias, que poderdo vir a beneficia-lo a si ou a terceiros no futuro ao
progresso do corthecimento.

A informag8o recolhida desfina-se unicamente a tratamento estatistico efou publicacdo e
sera tratada pelo(s) orientador{es) efou pelos seus mandatados. A sua recofha & anonima e
confidencial.

(Riscar o que ndo inferessa)
ACEITO/NAC ACEITO participar neste estudo, confimando que fui esclarecido sobre as
condigbes do mesmo e gue ndo tenho dividas.

{Assinatura do participante ou, no caso de menores, do paiimae ou futor legal)



Anexo II — Questionarios sobre contamina¢ido microbiana das escovas dentarias e a

sua
- INSTITUTO
SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SALIDE
\ EGAS MONIZ

QUESTIONARIO
PESQUISA: Contaminagao Microbiana de Escovas Dentdrias e a Sua Desinfeg¢ao.

1. Idade:

2. Género:FJ MO

3. Tem alguma doenca sistémica?
Sim J N&o [

Qual?

4. Estd ou esteve a tomar algum antibidtico na ultima semana?
Sim O Ndo I

5. Esta ou esteve a tomar algum antifungico no ultimo ano?
Sim N3o [

6. Quantas vezes escova os dentes por dia?
1 vez L2 vezes [13 vezes [1>3 vezes [

7. Qual é a técnica de escovagem que utiliza?

8. De quanto em quanto tempo troca a sua escova dentaria?

<l més O 2-3 meses [] 6 meses [ 1 ano [ >1 ano [

9. Conhece algum método de desinfecao das escovas dentarias?
Sim [ Nao [

Qual?
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10. Apos a escovagem:

a.

"0 oo o

Nio lava as cerdas dentarias ou cabega da escova.
Lava a cabeca da escova com dgua corrente.
Bate na pia para remover o excesso de agua.
Enxuga a escova numa toalha de pano.
Enxuga a escova numa toalha de papel.
Outros

11. Onde costuma deixar a escova dentdria apos a utilizagdo?

a.

oo o

Deitada em cima da pia.

Num copo em cima da pia, sem tampa.
Num copo em cima da pia, com tampa.
Dentro de um armario.

Outro










